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Abstract 
   Community-acquired pneumonia (CAP) is often caused by Streptococcus pneumonia.  The first defense 
against fighting CAP is by prescribing β-lactam antibiotics. However, in some occasions patients show some 
drug-resistant.  The ketolide (belonging to the 14-membered ring macrolide) has been developed as an alternative 
treatment in fighting these infectious diseases of drug-resistant S. pneumoniae.  Telithromycin (belonging to the 
ketolide), has been used for the treatment of CAP from 2003 to 2012.  Many of pneumococci are known to be 
cross-resistant to macrolide-lincosamaid-streptogramin type B antibiotics (MLSB).  In this study, we are 
investigating the variation of the susceptibility and the drug-resistant gene of pneumococcal for ketolide and MLSB.  
The CAP patients, in Hokkaido Japan, were clinically isolated and used in this study. 
   We focused in on two specific gene phenotypes, erm AM and mef E gene, which cause the drug-resistant of 
MLSB in S. pneumoniae.  The erm AM gene encodes a methyltransferase that catalyzes the methylation of 
specific adenine residues in the 23S rRNA of the 50S subunit.  Mef E gene encodes a cell membrane protein that 
acts as erythromycin efflux pump, which reduces the concentration of antibiotics in bacteria. 
   The results from the clinical isolated of S. pneumoniae in 2000 (107 strains) and 2005 (103 strains) were used to 
asses the experiment for susceptibility and of the drug-resistant gene:  The MIC90 of the MLSB for all strains in 
2000 was 128μg/mL.  The MIC90 of rokitamycin was 64μg/mL, mikamycin B was 16μg/mL. The MIC value of 
MLSB, and mikamycin B were both 128μg/mL for all strains in 2005.  MIC values of ketolides for all pneumococcal 
strains was less than 0.4μg/mL. Further, MIC90 of cethromycin was no more than 0.05μg/mL.  The strains with erm 
AM gene alone decreaced from 52.3% to 41.8%, oppositely, the strains with mef E gene alone increaced from 
26.2% to 30.4%.  However, adding the combined strain with both erm AM and mef E gene to erm AM gene alone 
increaced from 54.2% to 55.9%.  In 2005, a strain containing both erm AM and mef E gene increased by 6.9%, 
due to the spread of the distribution of the overlapping genes.  Since telithromycin and cethromycin never share 
patterns of cross-resistance with MLSB.  The results suggested that they act effectively against pneumococcal with 
MLSB drug-resistance gene. 
1. 目的
 肺炎による死亡は年少者と高齢者で多く、近年高齢
化による高齢者の人口増加の影響を受けて、死亡率は
増加傾向にある(1)。その原因の多くは肺炎球菌であり、
細菌性と診断された場合にはペニシリン系抗菌薬、非
定型性の場合には、マクロライド系抗菌薬(Mac)が選択
される(2)。本邦においてMacが第一選択薬とならない
理由は、Mac耐性肺炎球菌が非常に多い事に他ならな
い。実際に肺炎球菌のMac耐性率の低いアメリカにお
いて、肺炎治療は細菌性あるいは非定型性かの微生物
検査を行わず、エンペリック治療により抗菌薬が選択
され、主にMacが使用されている(3,4)。 
 肺炎球菌におけるMac耐性は主にerm遺伝子とmef
遺伝子の獲得による。erm遺伝子は23S rRNAをジメチ
ル化するメチラーゼをコードしており、細菌リボソー
ムの50Sサブユニットが質的変化を起こし、抗菌薬の
リボソームへの結合を阻害する。mef遺伝子は能動的
排出ポンプをコードしており、細菌内の抗菌薬濃度を
低下させる(5､6)。 
近年では、ペニシリン耐性の肺炎球菌も問題となっ
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ている(7)。基礎疾患、危険因子がない市中肺炎患者に
おいて、ペニシリン耐性肺炎球菌の感染が疑われる場
合、ケトライド系抗菌薬であるテリスロマイシンの使
用が推奨されている(2)。テリスロマイシンは 14 員環
Mac の誘導体で、14 員環ラクトンの 3 位がケトンに置
換された構造を持ち、ペニシリン耐性、Mac 耐性肺炎
球菌にも抗菌活性を示す(8,9)。テリスロマイシンは2001
年 10 月にドイツで初めて発売され、日本では 2003 年
12月に使用が認証された。しかし、抗菌薬の使用と共
にテリスロマイシン耐性菌が出現することは過去の事
例からも予想される(10,11)。 
 そこで、北海道の市中肺炎患者から分離された肺炎
球菌を使用してテリスロマイシンを含むケトライド系
抗菌薬、マクロライド・リンコサマイド・ストレプト
グラミンB (MLSB)に対する感受性、耐性遺伝子保有状
況の変動を検討することにより、肺炎球菌による重篤
な感染症の予防や、治療に寄与できると考える。 
 
2. 実験方法と材料 
2.1 使用菌株 
 北大病院に来院した市中肺炎患者より 2000 年に分
離されたStreptococcus pneumoniae、107株（HP00- 
024～HP00-130 株）と、2005 年に分離された 103 株
(HP05-001～HP05-103株〈HP05-026は欠損〉)を使用し
た。対照株として、Mac 系薬剤感受性株である S. 
pneumniae ATCC49619 及び Staphylococcus aureus 
ATCC29213を使用した。 
2.2 培地 
 菌体発育用として5％羊血液添加Trypticase Soy 
Ager平板 (TSA 5%SB)は BD製を用いた。薬剤感受性測
定用培地は、CaCl2と MgCl2を Ca2+ 50 mg/L、Mg2+ 25 mg/L
となる様に添加したMuller-Hinton broth (MHB) 60 mL
にストレプト・ヘモサプリメント‘栄研’1 mＬを加え
たものを使用した。 
2.3 試薬 
 CaCl2、MgCl2は特級を使用した。ストレプト･ヘモサ
プリメント‘栄研’は栄研化学株式会社製を用いた。
Tris hydroxymethyl aminomethane (Tris)は生化学用
を使用した。dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP各 10 
mM)、Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Go Taq® DNA 
polymerase、5×Green Go Taq® Flexi Buffer)はPromega
製を使用した。電気泳動用アガロースはナカライテス
ク株式会社製を使用した。Ethidium bromide (EtBr)
は和光製薬株式会社製を使用した。DNA マーカーは
Fermentas製のGeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plusを
使用した。  
2.4 使用薬剤 
 ケトライドであるCethromycin (ABT773)はアボット
ジャパン株式会社、Telithromycin (TEL)は旧アベンテ
ィスファーマ株式会社、14 員環マクロライドの
Erythromycin (EM)はシグマアドルリッチジャパン株
式会社、Clarithromycin (CAM)、15員環マクロライド
のAzithromycin (AZM)はファイザー製薬株式会社、16
員環マクロライドの Rokitamycin (RKM)は旭化成株式
会社、リンコマイシン系のClindamycin (CLDM)は日本
アップジョン、ストレプトグラミン B に属する
Mikamycin B (MKM-B)は萬有製薬株式会社より分与され
た MKM 混合物から高速液体クロマトグラフィーにより
MKM-Bを分離･精製したものを使用した。 
2.5 薬剤感受性試験 
 薬剤感受性は、日本化学療法学会の微量液体希釈に
よる最小発育阻止濃度測定法(MIC 測定法)に準じて行
った(12)。—80℃保存菌株をTSA 5%SBで 37℃、一夜イン
キュベートし、発育した菌体を滅菌生理食塩水に
MacFarland 0.5標準液となるよう懸濁した。懸濁液を
滅菌生理食塩水でさらに 10 倍希釈して接種用菌液(約
10７CFU/mL)とした。薬剤は薬剤感受性測定用培地で、
128μg/mL から 0.125μg/mL まで 2 倍希釈系列を作成
した。ABT773、TEL は 12.8μg/mL から 0.0125μg/mL
までの2倍希釈系列を作成した。U字型96穴マイクロ
プレートに薬剤感受性測定用培地を 100μL/well ずつ
分注し、接種用菌液を5μL/wellずつ接種した。37℃、
24時間インキュベート後、菌体が発育していない最小
の薬剤希釈濃度をMIC値とした。 
2.6 菌体からのDNA抽出 
 -80℃保存のS. pneumoniaeを10μL用プラスチック
ループを用いて TSA 5% SB に塗沫し、37℃、一夜イン
キュベートした。さらにTSA 5%SBに植菌し、37℃、一
夜インキュベートした菌体を以下に使用した。1.5 mL
チューブに、10 mM Tris-HCl (pH 8.5) 300μLを加え
被検菌株を1μL用プラスチックループで1ループ量を
懸濁させた。アルミヒートバス(IWAKI CHILL HEAT CHT- 
101HT)で 95℃、10 分間加熱後、CT13R 遠心機により
13,000 rpm、4℃、5 分間遠心した。上清 270μL を採
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取し、PCR用のテンプレートDNA溶液とした(13,14,15)。 
2.7 erm AM及びmef E遺伝子の検出 
 erm AM、mef E 遺伝子の検出は PCR 法を用いた。プ
ライマーは Table 1 に示す erm AM(16,17)、mef E(18,19)を
それぞれ検出する配列として用いた。0.2 mLチューブ
に超純水24μL、25 mM MgCl2 10μL、5×Green Go Taq® 
Flexi Buffer 10μL、dNTP Mix 1μL、5 pmol/μL プ
ライマーそれぞれ 1μL ずつ、1U/μL の Go Taq® DNA 
polymerase 1μL、テンプレート DNA 2μL を加え、全
量を50μLとした。PCR反応にはGene Amp® PCR system 
2400を用いた。 
 a) erm AM を増幅するプライマーを用いた場合、最
初の変性反応に95℃、1分間、次の25サイクルは変性
反応に 95℃、1 分間、アニーリングに 54℃、2 分間、
伸長反応に 72℃、2 分間、最後の伸長反応は 72℃、8
分間で行った。 
 b) mef Eを増幅するプライマーを用いた場合、 
アニーリングの温度を 56℃に設定した以外は erm AM
を増幅するプライマーを用いた場合と同様に行った。 
 PCR 増幅産物は 1.7％アガロースゲル電気泳動を行
った。PCR を行う際に毎回ネガティブ・コントロール
としてS. aureus ATCC29213、S. pneumoniae ATCC49619
からのDNA抽出試料を加えた。 またerm AMのプライ
マーを用いるときのポジティブ・コントロールとして
HP99-019、mef E のプライマーを用いるときには
HP00-041を用いた(20)。電気泳動を行う際にもこれらコ
ントロールを同時に泳動した。電気泳動後、0.5μg/mL 
EtBr溶液でゲルを15分間染色、精製水中で30分間脱
色後、ゲルUV照射によりPCR産物を確認した。 
 
 
3. 結果 
3.1 ケトライド系抗菌薬の感受性 
 2000年に分離された肺炎球菌のABT773に対するMIC
値は Table 2 に示すように、0.0063μg/mL から 0.4μ
g/mLの範囲であった。2005年ではTable 2に示すよう
に 0.0063μg/mL から 0.1μg/mL の範囲であった。TEL
に対するMIC値は、両年共に0.0063μg/mLから0.4μ
g/mLの範囲であった。全ての分離株は0.4μg/mL以下
の MIC 値であった。ABT773 の MIC90は、2000 年、2005
年とも 0.05μg/mL を超えるものは得られなかった。
TELのMIC90は 0.2μg/mLとなった。 
3.2 14員環マクロライド系薬の感受性 
 2000 年に分離された肺炎球菌の EM に対する MIC 値
は、Table 3に示すように、0.5μg/mL以下が23株、1
μg/mL以上が84株であった。CAMに対しては0.5μg/mL
以下が25株、1μg/mL以上が82株であった。AZMに対
しては 0.5μg/mL 以下が 23 株、1μg/mL 以上が 84 株
であった。RKM に対しては 0.5μg/mL 以下が 58 株、1
μg/mL 以上が 49 株であった。CLDM に対しては 0.5μ
g/mL以下が55株、1μg/mL以上が52株であった。MKM-B
に対しては0.5μg/mL以下が25株、1μg/mL以上が82
株であった。2000 年分離株の MLSBに対する MIC90は全
て128μg/mLであった。 
 Table 3に示すように2005年に分離された肺炎球菌
のEMに対するMIC値は、0.5μg/mL以下が28株、1μ
g/mL以上が74株であった。CAMに対しては0.5μg/mL
以下が36株、1μg/mL以上が66株であった。AZMに対
しては 0.5μg/mL 以下が 24 株、1μg/mL 以上が 78 株
であった。RKM に対しては 0.5μg/mL 以下が 53 株、1
μg/mL 以上が 49 株であった。CLDM に対しては 0.5μ
g/mL以下が48株、1μg/mL以上が54株であった。MKM-B
に対しては0.5μg/mL以下が18株、1μg/mL以上が84
株であった。2005年分離株ではRKMのMIC90が64μg/mL、
MKM-Bでは16μg/mLであった。 
3.3 PCR法によるerm AM及び mef Eの検出率 
プライマーerm AMを使用してPCRを行ったプロダク
トを電気泳動した結果の例を Fig. 1 (A)に示した。
339bp付近にバンドが検出された株はerm AM遺伝子が
存在し、検出されない株には存在しないと判断した。
同様に、プライマーmef E を使用した PCR の結果の例
を Fig. 1 (B)に示した。346bp 付近にフラグメントが
検出された株には mef E 遺伝子が存在し、検出されな
ければ存在しないと判断した。 
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3.4 erm AM及び mef Eと薬剤感受性との相関 
 Fig. 2 に示すとおり、erm AM 遺伝子保有株は 2000
年では 56 株で 52.3%、2005 年では 48 株で 47.1%であ
った。mef E遺伝子保有株は2000年では28株で26.2%、
2005年では31株で30.4%であった。erm AM、mef E両
方の遺伝子を保有する株は 2000 年では 2 株で 1.9%、
2005年では9株で8.8%であった。耐性遺伝子を保有し
ない株は 2000 年では 21 株で 19.6％、2005 年では 14
株で13.7％であった。 
 
 
 
4. 考察 
4.1 ケトライド及びMLSBの薬剤感受性 
 ケトライド系薬は、2003年の発売以降、市中肺炎に
おけるβ-ラクタム系薬の耐性肺炎球菌に有効な経口
薬として使用された。しかし、副作用発現の増加によ
り2012年度までに使用量が減少したため、最も使用さ
れていたと考えられる 2005 年までの臨床分離株を使
用した。 
 今回検討した肺炎球菌はケトライドに対して 0.4μ
g/mL以下の濃度で発育が阻害され、ケトライド耐性株
は見出されなかった。ケトライドを除く MLSB の MIC90
は、16μg/mLから128μg/mLで、多くが耐性を獲得し
ていることが明らかとなった。EMにおける肺炎球菌の
感受性のブレイクポイントとして、MIC が 0.25μg/mL
以下は感性、0.5μg/mL は中間、１μg/mL 以上は耐性
とされている(21)。 
 ケトライド耐性株が現在まで見出されていない理由
として、臨床において使用される際に現れる重篤な副
作用が考えられる(22)。ケトライドの投与方法は、1日1
回の投与(23)により、コンプライアンスが良くなった反
面、1 回の投与量が増し、血中濃度や組織内濃度が有
効領域を超え、副作用となって現れ、処方医の使用が
控えられた結果、市中でのケトライド耐性菌が出現し
ていないのではないだろうか。 
4.2 erm AM及びmef Eの保有状況 
 Table 4に示すように2000年に分離された菌株と比
べ、2005 年では mef E 遺伝子を保有する菌株は 4.2%
増加していた。 
 
 
 
erm AM、mef E 両方の遺伝子を保有する菌株は 6.9%増
加していた。erm AM遺伝子単独で保有する菌株は5.2%
減少していた。しかし mef E 遺伝子も併せ持つ菌株を
加えると、54.2%から55.9%に 1.7%増加していた。これ
はerm AM遺伝子とmef E遺伝子の分布の広がりが重な
ったためであると考えられる。 
肺炎球菌が起因菌とされる市中肺炎患者の第一選
択薬はペニシリン系抗菌薬である。Mac 系薬剤は非定
型性の肺炎、主にマイコプラズマ肺炎の感染が疑われ
る場合に選択される。肺炎球菌が起因菌と予想される
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場合、マクロライド系薬剤はあまり使われない。しか
し肺炎球菌は常在菌であり、変異の起きやすい菌種で
あるため、Mac 系抗菌薬の使用により耐性菌が増加し
ているのではないかと考えられる。 
 薬剤感受性の結果と耐性遺伝子保有の結果を合わせ
て考察すると、Table 4 に示すように erm AM、mef E
両方の遺伝子を保有する菌株は保有しない菌株と比較
してケトライドに対して若干 MIC の上昇が認められた。
しかし、いずれも低い値であり、2000年、2005年合わ
せた全 209 株はケトライドに対して感受性であった。
ケトライド感受性株においてmef E遺伝子保有株はerm 
AM遺伝子保有株よりもケトライドのMICがわずかに高
いという報告があり(24,25)、今回の結果も同様であった。
erm AM遺伝子保有菌株は、今回調査した範囲でケトラ
イドを除く全ての MLSB薬剤に対して高度の耐性を示し、
耐性獲得に関与していると考えられた。mef E 遺伝子
保有菌株は EM、CAM、AZM、MKM-B に中程度の耐性を示
した。しかし、MKM-B は、耐性遺伝子を保有しない菌
株においても中程度の耐性を示した。mef E 遺伝子は
14員環Mac、15員環Macに耐性を獲得させるが、MKM-B
感受性への関与の可能性は低いと考えられる。 
 
5. 結論 
 今回の結果は、80％以上の肺炎球菌が Mac 耐性遺伝
子を獲得し、Mac 耐性化していることを示している。
また、ケトライド耐性株は erm 遺伝子を保有するとい
う報告もある(10)。しかし、ケトライドの感受性はerm AM、
mef E 遺伝子に若干影響されるかもしれないが、耐性
獲得までには至らないと考えられた。細菌性肺炎の起
因菌は肺炎球菌の頻度が最も多いため(3)、肺炎の治療
において細菌性・非定型性の診断は非常に重要である
と考えられる。 
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